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本研究で は ， 細菌刺激 に よ るイ ン タ
ー ロ イ キ ン 6 くinte rleukin 6，I し61 産生 の メ カ ニ ズ ム を明 ら
か に す る た め に全血培養法を 用 い て ， 種々 の 刺激後 の I し6 産生能 を測定 し た ■ 分離単核球を培姜 した場
合 は ， 特定 の 刺激 を加 える こ と な しに 著 明な ル 6産生が誘導さ れ た が ， こ れ に 対 し
て ， 全血培養法 を用
い た 場合 に は ， 非 刺 激下 で は I L．6 産 生 が 認 め ら れ な か っ た ． 1ipopolys a c cha ride く
L P Sl や
c o n ca nav alin AくCo n Alで 刺激 した 場合 ， I L－6 産生は 培養開始後 2時間と早期 に誘導さ れ ， 12時間
で
ピ ー ク に 達 した ． なお ， 免疫組織染色で検討す る と 全血培養 に お け る 主た る 工し6産生細胞 は単球
で あ る
と 考 えられ た ． 肺 炎球乱 リ ス テ リ ア菌 ， B群溶連菌な どグラ ム 陽性菌の生菌を使 っ て全血培養法
で培
養 した 吼 1XlO
5ノml 以 下 の 菌体濃度 で も 工し6産生が誘導され た ■ こ れ に 対 して ， グラ ム 陰性薗である
大腸菌 で は， 10ソml と極め て低濃度に お い て I し6産生 を誘導 で き た ． ホ
ル マ リ ン 処理 を した 死菌に よ
る刺激 で は生菌 と同様 な用 量 依存性で 工し6 産生が誘導さ れ た ． 補体処理 ザ イ モ ザ ン また は ラ テ ッ ク
ス
粒子 等 ， 貪食刺激 の み に よ っ て も ， 有意な ル 6産生が誘導さ れ た ． しか し こ れ ら粒子 の 貪食刺激
に よる
王し6 産生の誘導に は細菌刺激 に 比 し ， よ り 多数 の 粒子 が 必要 で あ っ た ． 新 生児臍帯血 に お け
る L P S，
co n A 添加時の I し6産生の 経時的変化 ， 用 量依存性や その 産生量 は ， 成人末棺 血 を 用
い た場合 と同様
で あ っ た ． さ ら に ， 新生児臍帯血 に様 々 な細菌 を 翻 口して 培養 を行 な っ て も ， 成 人末梢血
に 匹 敵 す る
I し6産生が誘導さ れ た ． 以上 の 結果よ り ， 単球ノマ ク ロ フ ァ
ー ジ に よ る IL－6 産生の 誘導に は 貪食刺激 だ
けで はな く ， 殺菌や 消化等 を含 む細胞内の処理機構及 び細菌自体 の抗原性が関与 し ， それ を増強 して
い
る こ とが 示 唆さ れ た ．hま た 単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ系 に よ る ル 6 産生能な どの 基本的機能 は ， 胎生の 極 め
て早期に 完成 し ， 生下 時に は成人 レ ベ ル に 成熟 して い る と 考 えら れ た ． 本研究 の 成績 に よ り ， 全血培養
法 は ， 末 栴循環 に お け る 感染因子 と 白血球 の 相互 作用 を再現す る 薗血 症の 理 想的な実験
モ デ ル で あ る と
考 えら れ た ．
Eey w o rds interle ukin 6， m On O Cyte， Whole blo od c ultu re， bacter e m
ia
サイ トカ イ ン と して の イ ン タ
ー ロ イ キ ン 6 くinterl－
e ukin 6，I し61は 当初 ， T細胞 に よ っ て産生 され ， B細
胞 の 分化誘導 に 関与す る生理 活性因子 と して 注目さ れ
た
1 糊
． しか し， そ の後数多く の 研究 に よ っ て ， 1 し6 が
B細胞の み な ら ず， 生体 内の 種 々 の 細胞 に 対 し て多様
な生物活性を有 す るサ イ トカ イ ン で あ る こ と が明 ら か
A bbre viationsこ Co nA， C O n C a n aV alin A i
と な っ て き た
3－
． さ ら に ， そ の 産生細胞 は多岐 に 及 び
4l
，
血 液中 で は主 と して 単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ に よ り産生
され 5 刷
，
イ ン タ ー ロ イ キ ン 1 くinte rle ukin l，IL－11， 腫
瘍壊死因子くtu m or n e cr o sisfa cto r， TN Fl等と と もに
生体 に お け る免疫反応 や炎症反応 に お い てモ ノ カイ ン
く単球由来液性因刊 の
一 種 と して 重要 な役割 を果たす
F B S， fetalbovin e se ru町 G V B， gelatin v er on al
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－buffer ed s alin ei
rI L－6， r e C Ombin a ntinte rle ukin 6ニ T B S， Tris buffered salin e三 T N F， tu
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こ とが 知 られ る よ うに な っ た ． こ の よう な 王し6 の 多
様な生理作用の う ち ， 特 に 肝細胞刺激因子 と して の作
用は重要であり ， 肝細胞 を刺激 して C 反応性蛋軋 ハ
プ ト グロ ビ ン 等種 々 の 急 性期蛋白 の 合成 を誘 導 す
る 珊 ． Ue n oら9 I は川崎病や細菌感染症 な ど急性期蛋
白が著明に 誘導さ れ る 急性熱性疾患 に お い て 血清中
I し6 が高値 を示 す こ と ， ま た こ の よ うな 工し6 の 変化
が ， 一 部の 急性期蛋白の消長と よ く 相関す る こ と を示
し， 急性炎症 の 指標 と し ての 工し6 の 重要性 を明 ら か
に した ． しか し
，
生体 内に お ける 1 し6産生と そ の 制御
に関 して は種 々 の要素が関与す る こ と が 予想さ れ ， 具
体的 に 生体内で どの よう な刺激が 工し6 産生 を引き起
こす か は明 らか で は な い ．
一 方 ， 新生 児 期 は 従来 よ り感染 に対 す る 抵抗 が弱
く ， 重篤な感染症 に 確患 し や す い こ と が 知 ら れ て い
る ． こ の よう な 一 種の 免疫不全状態 は ， 一 般 に は特異
的免疫能が未発達であ る こ と が 原因で あ る と考 え られ
てい る ． 特 に B細胞の分化能や T細胞 の 調節能 の 未熟
性 に 関 し て は こ れ ま で に 繰 り 返 し 報告 さ れ て い
る
1佃
． しか し， 実際 に は こ れ ら の 特異的な免疫能 のみ
なら ず， 発熱反 応 ， 急性期蛋白の 誘導 を初 め と し た炎
症反応の発現が成人 に 比 し 弱 い こ と が 知 ら れ て お
り均 ， こ の 時期 の易感染性と の 関連 が 示 唆さ れ て い る ．
王L－6 が B細胞分化誘導等 の 免疫能 の 調節 に関与 す る
こと1I， 急性期蛋白の 合成 を誘導 し7 畑． さ ら に 工し1 等
とと も に 中枢神経系 に 直接発熱因子 と し て作用 す るな
ど
131
， 免疫反応や炎症反応と 深 く 関わ る こ と よ り ， 新
生児期 に お ける I し6産生能と こ の 時期の 免疫 ． 炎 症
の特異性 との 関係が興味深い ． 本研究 で は新生児及び
成人 の 工し6 産生能 を 比 較検討 す る目的 で ， 全血培養
下で の各種刺激に よ る I し6 産生の誘導 を試 み ， こ と
に菌血 症の 実験 モ デ ル と し て ル 6 産生 に 及 ぼ す 細菌
添加に よ る影響を見 た ．
対 象お よ び方 法
工 ． 対 象
新生児臍帯血 は ， 満期 正 常 分 娩児 の 胎盤側臍帯 よ
り ， ヘ パ リ ン加採血 し た ． 成人 末梢血 は ， 25－ 35歳 ま
で の 健康成人 よ り ， ヘ パ リ ン 加静脈 血 を得た ．
H ． 培養条件 の 設定
1 ． 全血培養法
ヘ パ リ ン加臍帯血 な い し ， 成人 末輸血 を そ れ ぞれ 1
ml ずつ ポ リプ ロ ピ レ ン ． チ ュ ー ブ くFalc o npoly p－
rop ylene， r O u nd．bottom tube s三 Be cto n Dickin s o n
良 Co． ， Lin c oln Pa rk， NJlに 分注し ， 一 定 時間， 炭酸
ガス培養器に て370C， 5 ％ C O2存在下 で培養 し た ． 培
養開始時 に Iipopolys ac cha ride くL P S， E ． coli O26こ
B 6i Difc o Labo rato rie s， Detr oit， M IlO．01－1 0jL gl
ml あ る い は
，
COnC anaValin A くCo n A， Difc ol
O．08－50月 gノml を添加 し， こ れ ら薬剤の 1し6産生 に及
ぼ す用量依存性 を検討 した ． ま た ， L PS IJLglml あ
る い は， Con A lOJLgノml を添加培養 し， 24時間ま で
の IL－6 産生を経時的 に検討 した ．
2 ． 単核球分離培養法
ヘ パ リ ン加臍帯血 ない し ， 成人 末輸血 よ り Fic olト
Hypaqu e Lymphopr ep くNyco m ed As， Oslo ， Nor－
W ayl を用 い た 比重遠心法に よ り単核球を採取 し ， 細
胞数 2 X lO6ノmlに 調節 ， ペ ニ シ リ ン 200 Uノml， ゲ ン タ
マ イ シ ン 10JL glml， 0．02M H E P E S綬衝液 を含 む
R PM11640培 養 液 くGibco Labo rato rie s， Gr a nd
Island， N Yl に浮遊 した ． こ れ ら分離単核球 は10％非
働化 ウシ 胎児血清くfetal bo vin e se r u m， F BSI，く三 菱化
成工業， 東京 あ るい は ， M ． A． Bioprodu cts， W alke．
rs vi11e， M Dl を添加 ， あ る い は血 清無添加 で培養 し
た 一 培養 に は ポ リプ ロ ピレ ン ． チ ュ ー ブを 用 い ， 全血
培 養 と 同様 に L P Sあ る い は Co n A を 添加 し て
工し6 産生 の 誘導 を検討 し た ． な お ， 分離単核球培養 に
使 用 し た F B Sは ， Lim ulu ste st によ り 内 毒素




IL．6 活 性の 測 定
1 ． 検体の 処理
全血培養法で は培養終了後， 500 G lO分間遠心 ， 血
祭部分を採取 し ， 56
0
C 30分間加熱に よ り非働化処理 を
行 っ た ． さ ら に 500G lO分間遠心 し ， 上 清 を採取 ， 測
定検体 と した ． 分離培養法で は ， 培養終了後 ， 同様 に
遠心 ， 上 清 を採取 し， 検体 を得 た ． 検 体 は 測定暗 ま
で
， －200Cに て 冷凍保存 した ．
2 ． I し6生物活性の 測定
工し6 の 測定 に は ， 工し6 依存性 マ ウ ス ． ハ イ ブ リ
ド ー マ ． ク ロ ー ン で ある M H 60． B S F2く大阪大学細胞
工学 セ ン タ ー ， 平野 俊夫 ． 岸本 忠三 両博士 よ り 供与J
に 対 する 増殖促進効果 いり を 指標 と して ． 以 下 の よ う
な バ イ オ ． ア ッ セ イ を施行 した ． すな わ ち96穴平底 プ
レ ー ト くCo r ning Gla ssWo rks， N Yl に 検体 な い し レ
コ ン ビナ ン ト IL－6くr e c o mbin a ntIL－6， rIL－6， 阪大細
胞 工 学セ ン タ ー ， 平 野 ， 岸本博士よ り供与1 の 3倍希
釈系列を作成 し た ． M H 60． B S F 2 は継代 3 日目の 対数
増殖期に あ る も の を採取 ， 洗浄 し ， 工L－6 を含ま ない 培
養液中で 6時間前培養 した ． 培養終了後 こ れら の 細胞
を洗浄， 各穴 に 1XlO
4
個 ずつ 分注 した ． プ レ ー トは 炭
酸 ガ ス 培養器 に て48時間培養し た ．
188
M H 60． B S F 2の 増殖は ，3－く4， 5－dim ethylthia z ol－2－yT
lト2， 5－diphe nylteto r a z oliu m br o mide，くM T T， Sigm a
C hemic al Co． ， St Lo uis， M Ol を 用 い た比色定量法 に
ょ り行っ た 瑚 ． す な わ ち ， 培養終了 4時間前 に M T T
を 燐酸嬢衛生理 食塩水 くpho sphate
．buffer ed salin e，
P B SI に て 5m glml に 調節 し， 各穴 に 20JLl ずつ 分注
した ． 培養終了 後 ， プ レ ー ト を 200 G 5分間遠心 し ，
上 清を捨 て余分 な染色液や培養液を ペ
ー パ ー タ オ ル に
て除去 した ． 各 穴 に 酸 性化 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ
ー ル
く0．04 NH Cl is oprop yl alc ohol を1 00JLl ずつ 添加 し
た ． 完全 に 色素が溶出し て か ら ， 20声1 の デ タ
ー ジ ュ
ン ト溶液 く3％ s odiu m dode cyls ulfate 水溶掛 を加
Ass ay fo rlL－ 6 Activity
Mo n o n u cte arCe11s W hole BIo od
l
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0．D． at 5 50 n m
Fig．1． Pr oto c ol fo r IL
－6 c olo rim etric a s s ay ．
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O
C in polypr op yr en etube s．
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く1X l O
4
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a
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野
え ， 5 5 0n m に お け る 吸光度 を酵素免疫測定装置
くE LIS A An alyse rE A R 400三 SL T－Labin str um e nts，
Salzbu rg， Au strial に よ り測定 した く図 11－ IL
．6活性
は r工し6 に よ り 得ら れ た標準曲線 を も と に 算 出し た ■
rIL－6 の特異活性 は I L－6 反応性 Epstein －Ba rrウイ ル
ス 感 染細胞株 で あ る S E W 6．C し4 を用 い た 検討 で
5XlO6Uノm g と され て い る ．
N ． 血 清中 I L－6 活 性 の 中和
培養上帝中に 認 め られ る 1 し6活性の特異性 を検討
す る た め に r工し6 に 対 す る家兎抗血清 を使 っ た中和実
験 を行 な っ た ． 抗 r工し6 家兎血清 は阪大細胞工学セ ン
タ ー ， 平野 ． 岸本両博士 より 供与頂 い た ■ 被検検体 を
種々 の 濃度く0－1叫 gノml の抗 rI し6家兎血軌 あるい
は非免疫対照家兎血清 を添加 して 1時間37
0
Cに て培養
した ． こ れ ら の 中和検体 に つ い て 前述 の ご と く 1 し6




家兎抗 rIL－6 抗血清くM ay 博士 よ り供一引
8
使 用い た
免疫組織染色 に よ り ， 工し6 産 生細胞 を検討 した
岬
． 全
血培養後単核細胞 を単離 し， サイ ト ス ピ ン 標本 を作成




C， 3 0分 間固定 ， 0．05 M ト リス 塩酸緩衝液くTris
buffered s alin e， T B Slに て 三 回洗浄 ， T B Sに て100倍
に希釈 した抗 工し6 抗体 に よ り60分間染色 し た ． さ ら
に ， ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ標 識 ブ タ 抗家兎 王gG
くTago In c．， Bu rlinga m e， C A一 に て 二 次染色後 ， ア ル
カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ標識ブ タ抗 ヤ ギ IgG くTagolを
用 い て 三 次染色 を行 な っ た ． 最後 に ， A S－ M X 及び
Fa st Red T Rs altくSigm alを含 む ア ル カリ フ ォ ス フ ァ
タ ー ゼ 基質に よ り発色 した
m
． さ ら に ， カ ラ ッ チ へ マ
トキ シ リ ン 染色液に よ り 核染色 を行 な っ た 一
V L 細菌刺激 に よ る l し6 産 生
1 ． 各種細菌 の 調整
細菌 は ， 大腸菌く励 cゐgわc地 c弼 N I即 Jじ21 と臨
床分離保存株 で あ る リ ス テ リ ア 菌くエゐおアブd 椚 0 乃叩 f
．
oge n es， 髄 掛 ， B群溶連菌くGr o up B StrW to co cC uS， 血
臥 肺炎球菌 く5わ
■
紗 加 肌 用 り 助 郷 肌 脚 加 血 閻 を使
用 し た く金沢大学医学部付属病院中央検査軌 藤 田信
一 先 生よ り提供1．
各菌を 平板培地よ り採取 し ， 液体培地 を使 っ て増菌
した ． 液体培地 に は ， 大腸菌 ， リ ス テ リ ア菌 ， B群溶
連菌 に つ い て は L． br oth 亡Try pton eくDifc o1 5g，
Ye a stExtr a ctくD ifc o12．5g， NaC1 5g を pH 7．4 に調
節 し， 500ml の蒸留水 に 溶解 した ものコ を使用 し， 肺
炎 球 菌 に つ い て は br ain he a rt infu sion broth
くDifc ol を使用 した ． 菌 は ， P B S で 3回洗浄後再浮遊
ヒ ト末梢血 の 工し6 産生能 189
して菌体濃度 を調節 した ． 菌数 は マ ッ ク フ ァ ラ ン トの
硫酸 バ リ ウム 基準液 を用い た 比濁法181 に よ り 1XlO8－
1XlOソml に 調節 した ． こ の方法 は計算板法 ， あ る い
は吸光度計 を用 い た 菌数定量法1 9I と よ く相関 した ．
2 ． 死菌の 調 節
各種細菌を0－5％ホ ル マ リ ン く0．5％fo r m aldehydein
O．15 M． NaCIJ に て24時間固定 し ， P B Sに て 3回 洗浄
して ， 死 菌を作成 し た加I ． 処理 後 の各菌 を平板培地 に
接種 して ， コ ロ ニ ー の 形成の 認め ら れ な い こ と を確認
した く生薗率 1ハ06以 下I．
3 ． 細菌添加 に よ る 工し6 産生 の誘導
ヘ パ リ ン 加全血 に 種々 の 濃度の生菌 あ る い は ホ ル マ
リ ン処理 死菌 を添加12時間培養後血凍 を得 ， 検体 を56
8
C， 30分間加熱 ， 非働化 して ， 0．45ノJ m 異物濾過 フ ィ
ル タ ー マ イ ク レ ス H Aく日本 ミ リ ポ ア リ ミ テ ッ ド ， 東
京1 に て濾過 し ， 測定検体と し た ．
用 ． 補体 処理 ザ イ モ ザ ン
． あ る い は ラ テ ッ クス 粒子
に よ る I し6 産 生の 誘導
1 ． 補体 処理 ザイ モ ザ ン な ら び に ラ テ ッ ク ス 粒子 の
調節
ザイ モ ザ ン くZym o s an A， Sigm aI は ， P B Sに 浮遊
し超音波処理 くBr a n so n， B－220いこよ り粒 子 を 均 一 化




ゼ ラ チ ン
ベ ロ ナ ー ル 緩衝液くgelatin v e ro n al buffe r， G V BIで洗
浄後 ， 2xlOソml に 調節 し ， さ ら に 等量の G V Bで 5
倍希釈し た新鮮 ヒ ト血清と混合， 3 7
0
C 30分間反応後 ，
P B Sで 3 回 洗浄 し た 21， ． ラ テ ッ ク ス 粒 子 くSigm a，
polystyr en e， 直径1．091JL ml は ， P B Sに 浮遊 し， ザイ




C l時間加熱 し ， 10
9
ノml に調節 し た ．
2 ． 貪食刺激に よ る ル 6 産生 の 誘導
ヘ パ リ ン加静脈血検体を ポ リ プ ロ ピ レ ン ． チ ュ ー ブ
に 分注 し， 種 々 の濃度く10ソmト1 0ソmり に 調節 し た 補
体処理 ザイ モ ザ ン ， あ る い は ラテ ッ ク ス 粒子 を添加 し
て培養し た ． 培養 開始12時間後 に 上 清 を採取 ， I し6活
性 を測定 し た ． さ らに 添加 した粒 子濃度と貪食能と の
関連 を検討す る た め に ， 分離単核球を2X lOソml に 調
節， 補体処理 ザ イ モ ザ ンあ るい は ラ テ ッ ク ス 粒 子 を加
えて培養 し ， 2時間後 に 細胞 を洗浄 ， サイ トス ピ ン標
本を ス ライ ド グラ ス 上 に 作成 した ． 標本は メイ ． ギ ム
ザ染色 を施行 し． 光学顕 微鏡 を用 い て 粒子 を貧食 し て
い る単球の 比率 を算定 し た ． 貪食能の 検討に は対照 と
し て リス テリ ア死 菌 を用 い た ．
成 績
王 ． 全血 培養法 に お け る I し6産生
1 ． 全血培養法 な ら び に 分離単核球培養法の比較
く表 り
全血培養法 が 工し6 活性 を測定す る上 で
，
有 用 な 方
法 で ある か を検討す る た め に ， 成人末梢血 を用 い ， 従
来か ら使用 さ れ て き た 分離単核球培養法と 比 較 し ， 以
下の 結果 を得 た ． 分離単核球 を培養し た場合に は ， 特
定の 刺激 を加 える こ と な し に 培養上 清中 に IL－6 活性
が誘導され た ． こ の よ う なI L－6活性の 誘導は F B S添
加培養 に お い て 著明に 増強さ れ た ． 特 に ， FB S l を含
む培養液 を用tlた場合 に は L P Sある い は Con A の 添
加 な しで ， 200 Uノml弱の I し6活性の 誘導が観察 され
た ． これ に 対 して FB S を使用 しな い 場合 に は ， 非刺
激下 の 工L．6 産 生は 10 Uノml 以 下で あ っ た ． こ の よ う
に ， 分離単核球培養法 で は非刺激下で 有意 な 1 L－6 括
性が 誘導さ れ ， さ ら に F B Sの 添加 に よ り増強さ れ る
こと が 明ら か と な っ た ．
Tablel． IL－6 pr odu ctio nin differ entc ultu r e c o ndito n
I L 6 ActivityくUlmり
Sepa rated M N C
No ne F B S I F B S 工I
W holeblo od
No ne 8． 1く2．61う十 192．5く1．621壬
L PS lO7． 1く1 ．621 3 52． く1．21う
Con A
．




M o n o n u clear c ellsくM NCl isolated fr o m adult pe riphe ral blo od w er e su spe nded in cultur e
m ediu m with or witho utF B Sこ r e Sults withtw odiffe r ent F B S lots tF BS I or F BS m are
Sho w n－ W holeblo od o rM N Cw e re c ult r ed eitherin pr e se n ce o rabs enc e of L PSく1JLgl
mlJo rCo n Aく10JJglmlfo r12 hr a nd the supernata ntsfr om M N Cc ultu r es o rplas m afr o m
Whole blo od c ultu r es w e re e x amin ed fo rI し6 activity■ T he r es ults repre s e nt the ge o m etric
me a n s誉ge o m etric S E Mofthre e s eparate e xpe rim e ntsニ Statistic alsigni丘c an c e w a sdeter．
mined by t test． T he valu e s w er e co mpar ed withthe datafr o m whole blo od c ultu r es．
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一 方 ， ヘ パ リ ン 加全血を用 い て 培養す る 場合 に は 非
刺激下 で は IL－6 産生は ， ほ と ん ど誘導さ れ な か っ た
く0．1 Ulml 以下1． しか し ， L PS， Co n A 等 を添加 して
培養 した 場合 に は著明 な 工し6 活性 を認 め ， 分離 単核
球 を用 い た 場合 に 匹敵す る レ ベ ル で あ っ た ■ よ っ て ，
全 血培 養法 は L P S及び Co n A に よ り 刺激 し て
I し6清性 を測定す るた め の 培 養条件 と し て は最適 な
方法 で あ ると 考 えら れ た ■
2 ． 抗 rIし6 家兎血清 を用 い た I し6活性 の中和
全血培 養法 に よ り 血 祭 中 に 誘 導 さ れ た M H 60．
B S F 2 の増殖活性 に お け る 1 し6活性 の特異性 を検討
す る た め に 抗 r工し6 血清 を用 い た 中和実験 を施行 し
た ． ，I し6 の M H 6 0． B S F2増殖 促 進活 性 は ， 抗
r工し6 血清 に よ り完全 に 抑制さ れ た く図 2 Al． さ らに ，
被検血清くL P S刺激培養の 上 潮 中の ル 6 活性 は抗

















こ れ に 対 して ， 対照と した 非免疫家兎血清 を用い て処
理 し た 場合 に は 全 く 抑制 が認 め ら れ な か っ た く図 2
別 ． こ れ らよ り ， 全血培養法 に お い て培養後血祭中に
認 め ら れ る I し6活性 は ． 特異的に 工し6 に よ る も の で
ある こ とが 明 らか と な っ た ．
3 ． L P S， Con A 刺激 に よ るI L．6産生 の用 量依存性
種 々 の 濃度 の L P Sあ る い は Co n A を用 い て
1 し6産生 に お け る用 量依存性 を検討 し た ． L P S刺激
で は ， き わ め て低濃度く10pgノml で す で に ル 6 産生
の誘導 が認 め ら れ ， 10ngノml で ほ ぼ最大量 に 達 し た
く図 3 Al． Co n A 刺 激で は ， 添加 した Co n A の 用 量
に 従い 産生さ れ る ル 6 の 量 は増加 した く図 3別 ．
4 ． 免疫組織染色 を用 い た I し6産生 細胞 の同定
全血培養後 に 単核球を分離 し， 抗 rlL．6 抗体 を用 い
た免疫組織染色 に よ りI し6産生細胞 の 同定 を試 み た ．
非刺激培養 で は細胞質内 に 工し6 を示 す染色 は全 く認
0 1 2 5 1 0
An十トIL－ 6 Anlibody 叫gノmU
Fig．2－ Ne utral iz ation of I し6a ctivity
indu c ed in the whole blo od cultu re with
anti－rIL－6 a ntis e rum ． Rec o mbin ant IL
－6 くAl a nd pla s m a sa mple fr o m adult
pe ripher al blo od c ultu r eくB， w ere in c ubated
with v a rio u sc o n c e ntration s of
rab bit a nti． rIL．6 antise ru mく■




fo rl hr， a nd the r esidu al I L
－6 a ctivitv w a sa ss ayed．
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め られ な か っ た ． こ れ に 対 して ， L P S， ある い は Co n 生は 認め られ ず
， 単球横紙胞 に の み こ の よ う な顧粒が
A に よ り刺激 した場合 に は細胞質内 に 顆粒状 に 染色 認め られ た ． 図 に は 成人末梢血 を伺 い た標本 を 示 す
され る I し6の産生 が明 ら か に 認 め られ た く図 り 一 さ が ， 臍帯血 を用 い た場合 も同様に 染色さ れ た ． 以 上 ，












0 0．0 8 0J 2 10 50
L P S Co n c e nlr刷 onくJLgノmり Co nA Co nc e nTr 州 On くILgノmり
Fig－ 3． Do se－ r e SpO n Se C u r V e S Of I L 6produ ctio n indu c ed by L P So r Co n A．
Hepa riniz ed adult periphe ral blo od w a s stim ulated with indic ated do s e s of L P S
くAJ o r Co n A くBI fo r12 hr． T he data repre se nt the ge o m etric m e a n s of 5
S epa r ate e Xperim e nts．
重 態
Fig．4． Im m u n o cyto che mic al ide ntific atio n of Iし6－pr Odu cing c ellsin whole blo od c ultu re s． M NC
fr o m whole blood c ultu r es， in c ubated eithe r witho ut L PSくAJ o r with L P SくBl or Co n A くCl
fo r12 hr w e r e stain ed fo rintr a c ellula rI L－6 pr otein u sing en zym e－1abelled a ntibody．
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生が 誘導さ れ る こ と が明 ら か と な っ た ．
工I ． 新生 児臍帯血 の L P Sお よ ぴ Co nA 刺激 に よ る
1し6 産生
1 ． 1 し6産生 の経時的変化
新生児臍帯血 を用 い て ， L P Sある い は Co n A 刺激
に よ る 1 し6産生を成人末梢血 と 比較検討 した ． ま ず
こ れ らの 刺激に よ る 1 し6産生 の経時的変化 を見 た ．
い ず れ の 刺激に お い て も ， 培 養開始後 2時間で す で に
血簾中に 工し6 産生の誘導 を認 め た ． I し6活性 は こ の
後急速 に 増加 ， 12時間 で プラ ト ー に 達 し ， 24時間後 の
1 し6活性 は ほ と ん ど変化 を認 め な か っ た ． ま た ， 経時
的変化に お い て ， 新生児臍帯血 と成人末梢血 は ほ と ん
ど同様 で あ っ た く図5卜 した が っ て ， 以 下の 実験 で は
12時間全血培養後の血襲を採取 ， 測定検体と した ．
2 ． L P S な ら びに Co n A 刺激 に よ る I L－6 産生誘
導 の比較
新生児臍帯血 と成人末梢血い ずれ にお い て も非刺激
培養で は 1 し6 産生 の誘導 は全 く認 め ら れ な か っ た ．
こ れ に対 し て L P Sく1FLgノmll ある い は Con A く10
メ gノmり を添加 して培養 し た場合に は著明 な I し6産
生が認 め られ ， 産生さ れ た 王し6 量に は 有意差は認 め
ら れ なか っ た く表 21． これ に よ り ， レ クチ ン あ るい は
L P S刺激 な ど に よ る 1 し6 産生 は新生児期 に は成人 レ















m ． 細菌 刺激 に よ る I し 6産生
先の実験で 用 い た L P S及び Co nA は精製 され ， 抽
出さ れ た 非特異的な刺激物質であ り ， 実際の 細菌感染
症 に お い て は さ ら に 複雑 な要素が関係 し て く ると 考え
られ ， 新生児の 感染時 の I し6産生能 を こ れ だ け で は
評価 で き な い ． そ こ で ， 新 生児期 に曜患 しや す い 大腸
菌 ， リ ス テ リ ア 薗， B群溶連薗 ， 及 び対照と して肺炎
球菌の 生菌ある い は 死薗 を用 い て ， I し6産生の誘導を
検討 した ．
1 ． 新生児臍帯血 と成人末梢血 に お け る生薗刺激に
よ る I し6誘導
Table 2． Indu ctio n of IL－6 pr odu ctio nin n e o n atal




Stim ulantS Ne onateくn ニ 71 A dultくn ニ 61
No n e く0．1 く0．1
L P Sく1JLglmll l，193く1．1 71 1．419く1．231
Co nAく10jLgJml1 217く1．181 176く1－49l
Ne o n at lc ord blood a nd adult pe riphe r al blo od
w e re c ult r ed fo r1 2 hrin the pre se n c e of LPS or
Co nA． T he re s ults repre se nt the ge o m etric m eans
竺ge o m etric S E M．
Ho u r s of S十im uしq十io n Ho u r s Of S十im uしcl十io n．
Fig． 5． Kin etic s of I L
．6 pr odu ction in whole blo od c ultu re． Hepa riniz ed adu
lt
peripher al blo odく．
－ ．lor cord blo od く0
－ 01 w a sstim ulated with lJL glml
of L P SくAン o rlOFL gノml of Co n A くBl－ The data r epre s e nt the ge om etric
mean s of 3sepa r ate expe rim e nts．
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新生児臍帯血と成人末棺血 に 各生菌 を 10ソml 並 び
に 10
6ノml の濃度 で添加12時間培養 し
，
工し6 産生 を比
較 し た － い ずれ も 菌漉度 108ノml に お い て は 高 い
工L，6産生 を認 め ， 薗種 に よ る差 を ほ と ん ど認 めな か っ
た ． 1岬 ml に お い て は ， リ ス テ リ ア薗 ， 肺炎球菌で は
ほと ん ど 工し6 産生を認 め な か っ た が ， 大腸 菌で は ま
だ か な り高い I L－6 藤生 を示 した ． 新生児臍帯血 と成
人末梢血 の 比 較で は 同様 な傾向また は新生児臍帯血 の
方が や や 高 い 傾向 を 示 した ． 菌 体漉度 10ソml， 106ノ
ml い ずれ を用い た場合 も同様であ っ た く図 6I．
2 ． 細 菌刺激に お け る ル 6 産生の メ カ ニ ズ ム の 解
明
生薗を使 い ， 新生児臍帯血と成人末棺血 の 工し6 産
生に つ い て検討 したが ， 生薗で は培養中に 増加 した菌
数に よ る影響 ， 産生 され た毒素 ， 薗の 貪食 ， 菌体成分
その も の に よ る影響な ど様々 な 因子 が I し6慶生 に 働
い て い る と考 え られ る ． こ れ ら の 効果 が 工し6 に どの
よう に 影響 す るか を検討 した ．
1フ 死 蘭刺激 に よ る IL－6 産 生
ホ ル マ リ ン 処理 に よ り死薗を作成 し， 死 菌 と生菌 に
よる I し6産生の 用 量依存性 を比 較検討 し た ． 死 薗 を
用い た場合 に は肺炎球菌 ， B群溶連菌 ， リ ス テ リ ア薗
で ほぼ 一 様 な用 量依存性曲線 を示 し た ． す な わ ち ，
10ソml 以下 で は ほと ん ど ル 6 産生 の 誘導が認 めら れ
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Fig． 6． I し6 produ c．tio nby c o rd blo od a nd adult
pe riphe r al blo od in r e spo n se to ba cteria ．
Hepa riniz ed whole blo od w a s c ult red with
diffe r entba cte rialprepar atio n s． Tw odiffe re nt
do sesく102lml and l O6lmlJ w e re u sed fo r e a ch
ba cte rial str ain． T he ba cterial str ain s u sed
W e reE ． c oliく■1， G B Sく現I Str． pn e u m o nia e
く口I a nd L． m ono cytoge n e s帽削．
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加 した ． 産生量は 生菌を使用 した場合と死 菌 を用 い た
場合で ほ とん ど差を認 めず， また 菌の 種類 に よ る差も
認め な か っ た ． こ れ に 対 して ， 大腸菌で は生薗 を用い
た場合 と同様 ， 極め て低濃度 か ら著明な m－6 産 生 の
誘導が観察さ れ ， 産生畳も他 の 薗 に比 し ， 高値 を 示 し
た く図り ．
2う 補体処理 ザイ モ ザ ン ， ある い は ラ テ ッ ク ス 粒子
貴食 に よ る 1 し6産生の誘導
最抑 こ分離単核球 を用 い て ， 単球に よる 貪食 の 粒子
濃度 に よ る 変化 を検討 し た ． 分離単核球浮遊液 に ，
種 々の 濃度の補体処理 ザ イモ ザ ン あ るい はラ テ ッ ク ス
粒子 を添加 し2 時間培養 ， ス ライ ドグ ラス 上 に塗抹標
本 を作成 し染色 ， 単球中の こ れ ら粒子 を貪食 し て い る
比 率
，
並 び に 細胞あ たり の貪食粒 子数 を求め た ． リス
テ リ ア菌は貪食 され た後 も比較的長く胞体内に 残存す
る こ と か ら ， こ れ を死菌処理 し， 会 食 の 対 照 と した
く図81■ 貪食単球の 比率 と添加粒子濃度の関係 を検討
する と ， い ずれ を用 い た場合も 10ソml で は 単球 に よ
る会食は ほ と ん ど認 めら れな か っ た ． 106ノmlよ り貪食
が観察さ れ は じ め ， 10ソml で は ほとん どの 単球が 粒子
を貪食し て い た ． ま た ， 図に は示 さな い が ， 補体処理
ザ イ モ ザ ン及び ラ テ ッ ク ス 粒子 を用 い て細胞 あた りの
貪食粒子数の分布を検討す る と ， 貪食単球の 比 率の み
な ら ず， 単球 一 個あた りの 平均貪食粒子数も粒子濃度
依存性 に 増加す る こ とが 示 さ れ た ．
次に こ れ ら貪食刺激に よ る 工し6 塵生 を全血 培養法
で検討 し た ． 補体処理 ザ イ モ ザ ン ， あ る い は ラテ ッ ク
ス 粒子 に よ る 刺激 で は ， 貪食 が 観察 さ れ る 粒 子 濃度
く106ノmり に お い て初め てI し6 産生 が誘導され ， そ れ以
上 で は用 量依存性の 工し6 産生が 認め られ た ． こ れ に
対し て ， リ ス テ リ ア菌， 肺炎球菌及 び B群溶連菌の 死
菌 で は 貴食刺激 に 対 し て 103－104 倍 ， 大 腸 菌 で は
10
8
－1 07倍 の 効率で 工し6 産生の 誘導が観察さ れ たく図9
射 ． な お新生児臍帯 血 に お い て も 成人 末梢血 と 同様
な結果 を示 し た く図 9 Bト
以 上 の 結果 か ら ， 細菌刺激 に よ る 工し6 産 生に お い
て は培養中の 増菌の 影響 ， 産生さ れ た毒素に よ る 影響
は少な い と考 え られ た． ま た菌の 貪食 に よ る 刺激効果
だ けで は そ の 1 し6 産 生の す べ て を 説明 す る こ と が で
きず ． そ れ以 外 に 抗原と し て の 菌体成分 その も の の 影
響が 大き い と考 えら れ た ．
考 察
単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジは感染や 炎症の 際に 活性化さ
れ ， 貪食 ， 殺菌
，
異物の 処理 な どの 作用 の 他 に ， 炎症
反応を修飾す る様々 の 生理 活性物質を産生す る ． とれ
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ら の 物質の 中に は ， イ ン タ
ー ロ イ キ ン 1 くinterle ukin
l， I L－1 や 腫 瘍 壊死因 子 くtu m o r n e cr o sis fa cto
r
，
T N Flな どが 知 られ て い る － 1 し6 は生体内の多種 の細
胞 に 対 して ， 多様の 生理 活性 を有す るサイ トカ イ
ン と
し て知 られ ， 末 棉血 液中で は 主 と し て ， 単 球ノマ ク ロ
フ ァ ー ジ に よ り 産生さ れ
5糊
， Iし1， T N F等 と共 に 炎症
反応に 関与す る モ ノ カイ ン で ある こ とが 明ら か に さ れ
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野
単球 は プ ラ ス チ ッ ク面 に 付着 し た り ， 培養上 清中の
異物の刺激に よ り容易に 活性化 さ れ る こ と
跡 聖． ま た
ごく微量の エ ン ド ト キ シ ン くL P Sl の 存在 が単球 を活
性化 し ， 工し1， T N F等 の モ ノ カイ ン 産生 を誘導す る こ
とが 知 ら れ て い る 細 ． さ ら に ， 王し6産生 も単球ノマ イ ク
ロ フ ァ ー ジ ， ある い は線推芽細胞 や内皮細胞 を微量 の
L P Sで 刺激 す る こ と に よ り容易 に 誘導 され る
瑚 句
． 特
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Fig， 7． I L－6 pr odu ctio n inr e spo n seto
liv e a nd killed ba cte ria． Hepa rinized adult
pe ripheral blo od w a s cultu r ed in the p
r e se n c e of differ ent ba cte rial prepa r ati
－
ons， Str． pn eu m o nia e， E． c oli， L． m o
n o cytoge n e S a nd GB S． Ea ch ba
cte ria w e re
us ed either a sliveく■ ． ■l o rkilledく0
－ 01pr epa r atio n sPla s m a sa mple s w er e
he at－in a ctiv ated a nd filte r ed thr o ugh0．45JL m m e mbr a n efilte rs a nd a s s aye
d
fo rIL．6 a ctivity． Repr e se ntativ edata a re sho
w nin the figu re．
ヒ ト末梢血 の 工し6 産生能
く評価 す る た め に は ， 非刺激下で こ れ ら 蛋白 の 産生が
極め て低値 である こ とが 望ま しい が ， 細胞培養 に お い
ては痕跡極度の L PS の 混入 や 卜 細胞 分離操作 ， 培 養
プラ ス チ ッ ク容器 へ の 細胞の 付着な ど種 々 の 要 因に よ






























0 1 2 3 4 5 6 7 8
Nu mber of Particle sImlくLogJ
Fig．8． Relatio n betw e e npa rticle c o n c e ntr ati．
O n Sinthe c ultu re a nd the degre e of phago cy－
to sis． Sepa r ated m o n o n u cle a r c ells w e re
in c ubated with vario u snumber s of opsoniz ed
Zym O Sa nく争1，1ate xく0lo rkilled L． m o n o cyt－
Oge n e Sく口J fo r 2 hr． Cyto spin pr epa ratio n s
W er e Stain ed a nd e x a min ed fo rthe phago cyti－
Zlng m O n O Cyte S． Repre s entativ e data a r e
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養法 に お い て も ， L P Sや Con A に よ る 刺激 を加 え る
こ と な しに す で に 著明 な 工し6 塵生 を認め て お り ， 特
に 培養液中 に F BS が含 ま れ て い る 場合 に は 顕著 と
な っ た ． F B Sを用 い な い 場合に も 工し6産生が認め ら
れ た こ と ， ま た Lim ulu stest によ る検索 で は F B S中
に 混 入 す る L P S の量 は極 め て低値 であ っ た く50柑ノ
ml 以下ン こ と な どよ り
， 非 刺激培養 で 観察 さ れ る
I し6産生は単核細胞分離操作 に よ る物理 的刺激 ， 培養
チ ュ ー ブ へ の 単球の 付着 ， 培養液中 に 含ま れ る F B S
等の 異種蛋白 に よ る 刺激等 ， 種々 の 要因が関係 して い
る と 考え られ た ． 一 方 ， 全血 培養法 を用 い た 場合 に
は ， 非刺激下 で は 工し6 産生は ほ とん ど認 め ら れ ず，
L P S あるい は Co n A 刺激 に よ る IL－6 塵 生の 誘導
も ， 分離単核球 を用 い た 場合に 匹敵 した ． また 全血培
養法は生体で の 単球 ， リ ン パ 球等 の免疫担当細胞の 免
疫応答を知る上で生体 に よ り 近い 実験系と して 有用 と
考 えられ る ．
分離単核細胞中に は単球の 他に リ ン パ 球が 多 く含ま
れ て お り ， こ れ ま で に T 細胞 が Iし6 産生 に 関わ る と
す る報告が あ る 劉 ． しか し， 培養単核細胞中の 工L－6 産
生細胞 に 関 して は ， 家兎抗 rル 6 抗血清 を用 い た 免疫
組織染色 に て ， L PS あ るい は Co nA で 刺激 した 場合
に 王L－6 が リン パ 球様細胞に は染色さ れ ず， 単 球様細
胞の み に 染色さ れ た こと よ り ， 単球が IL－6 産 生細胞
で あ る こ と が 示 さ れ た ． ま た Kato ら
引 は免疫蛍光染
色と 才乃 Sブナ祝 ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法 を併用 し て ，
単球 が主た る I し6 産生細胞 で ある こ と を証明 し て お
8 0 1 2 3 4 5 6 7
NLJmbers of ParticteslmlくLogン
Fig．9． I し6 produ ction indu c ed by v a rio u s particle s． Hepa riniz ed adult
peripheral blo odくAl or cord bloodくBI w as stim ulated with v a rio u s c o n c entr a－
tio n s of E． c oliく書1， killed ba cte ria くL． m o n o cytoge n e s， G B Sa nd Str．
pn e u m o nia el く口1， OpS O niz ed zym o sa nく中l o rlate xくO Jand the IL，6 pr odu ctio n
indu c ed in the c ultu r e s w e r e a s s ayed． Res ults r epr e se nt the ge o m etric m e a n s of
thr e e separ ate e xpe rim e nts．
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り ， 少な く と も培養開始 早期 に お い て は ， 主 要 な
工し6 産生細胞は単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る と 考 え ら
れ た ． さ ら に ， 全血培養法の 場合 に は ， 好中球 を初め
と し た多核白血球 に よ る I し6産生 の 可能性 も考慮 し
な けれ ばな ら な い ． 予 備実験 で は ， ヘ パ リ ン 加全血 よ
り分離 され た 好中球 に よ る IL－6 産生 は ほ と ん ど 認 め
ら れ な か っ た く0．2 Uノml以 下1． こ れ らの 結果よ り ， 全
血培茸法 は特定の 刺激に よ り 誘導さ れ る単球 の 工し6
産生能を評価す るた め に は ， 極 め て 優 れ た 方法 で あ る
と 考 えら れ た ．
L P S およ び Co n A を用い て I L－6 産生の 経時的変
化 を検討す る と ， 培養開始後極 め て 早期 に 工し6 産 生
が 誘導さ れ る こ と が明 ら か と な っ た ．
一 般 に モ ノ カイ
ン産生 は培養 を開始 して 数時間で 認 め ら れ る こ とが 知
ら れ て お り叫 ， 今 回の 結果と 一 致 した ． さ ら に ， Kato
ら
5－ は刺激培養後 の 工し6 m R N A発現の 経時的変化 に
つ い て検 討し ， I し6m R N Aの 発 現が 培養開始約 1 時
間後 に 明ら か と な り ， 4時間後 に は最大値 に 達す る と
報告 して お り ， 血襲 中の I し6活性の 経時的変化 と符
合 す る ．
急性炎症や感染症 に お い て単球ノマ ク ロ フ ァ
ー ジ
，
ある い は それ に よ り産生さ れ る種 々 の 蛋 白が重要 な役
割 を果た す こ と は知ら れ て い る が ， Ue n oら
射は種 々 の
細菌感染症 で血清中に Iし6 活性が検出さ れ る こ と ，
細菌性髄膜炎に お け る髄液中な ど炎症の局所 に お い て
I L－6 が極め て 高い 値 を示 し ， さ ら に H elfgottら
28，
も
急性細菌感染症に お い て ， 血 清や 体液中 で商 い 工し6
産生 を認 め た と報告 し て お り ， 細 菌感染症 の 際 に
工し6産生の強い 誘導が起 こ る 可能性 を示 した ． 今 回用
い た 全血培養法 は ， こ の よ う な細菌感染症 ， 特に 敗血
症の モ デ ル と な り ， 比較的生体内に 類似 した 培養条件
で 1 し6産生を評価 する こ とが 可能で あ る と 考え ら れ
た ．
新生児期 は種々 の 細菌感染 に 対す る抵抗が弱 く ， か
つ 重症化 しや す い こ と ， また こ の 時 期は大腸菌 ， リ ス
テ リ ア菌 ， B群溶連菌な ど比較的限ら れ た種類 の 菌 に
対 して感受性が高 い
卸 こ と が知 られ てい る ． 本研 究 で
は ， 全血培養系 に こ れ らの細菌な ら び に肺 炎球菌を添
加 して ， 工し6 産生 を検討 し た ． 細菌 刺激 に よ る 工し6
産生の 誘導に は ， 単球 へ の こ れ ら細菌の付着， 貪食 ，
殺 菌あるい は 消化な ど多種の要素が 関与 し て い る
30131，
と 考 えられ る ． 生菌を用 い た 場合 に は大腸菌 を除 い た
他 の菌 で は ほぼ 同様に 10
6ノml で 最大の 工し6活性が誘
導さ れ た ． 一 方 ， 大腸 菌を用 い た場合 に は極 め て低 い
菌体濃度で も rし6産生が認め られ ， 菌体 あ る い は 浮
遊液中に 含 ま れ る L P S の影響が大き い と 考 えら れ た 一
野
L P Sを用 い た場合 に は単球 に 発現 され る L P S受容体
を介 し た 結合 の 他 に ， 急 性 期 蛋 白 の
一 つ と さ れ る
L P S結合蛋白 く1ipopolys a c cha ride binding pr oteinl
の 存在 弛 も 知 ら れ て お り ， こ れ ら に よ り 単球 へ の
L PS 結合が強化 さ れ ， 工し6 産生は さ ら に 増 強 さ れ る
と 考 え られ る ． 一 方 ， B群溶連菌を添加 した 場合 に は
比 較的低濃度 で も 1 し 6産生が観察さ れ る こ と よ り ，
今回用 い た全血培養系 で は培妻中 に B群溶連薗の 増菌
が起 こ っ て い る可能性が考 え られ た ． 事実 ， 死菌 を用
い た場合 に は大腸菌以外 の リ ス テ リ ア死菌 ， 肺炎球菌
死菌 な どと 同様 の用 量依存性を示 し て お り ， これ らの
グ ラ ム 陽性薗に 関 して は 添加 した菌体量 と ， 誘導 され
る 工し6 活性 は ほぼ 一 定の 関係に あ る と推察 さ れ た ．
しか し ， 大腸菌の 死菌 を用 い た 場合 は そ の ル 6 産生
誘導 に お け る用 量依存性 は生薗 を用 い た 場合と変化が
なく
．
低濃度の 菌量 に お け る Iし6産生 は菌体数 の増
加 に よ る も ので は な く ， む し ろ混 在す る L P S の効果
と考 え ら れ た ．
単球 は プ ラ ス チ ッ ク 面 へ の付着 ， あ る い は粒子 を貪
食 す る こ と に よ り活性化さ れ ， 種 々 の生 理活性物質を
産生す る こ と が 知ら れ て い る 抑211． グラ ム 陽性各菌に
ょ る 1 し6産生の 誘導 に は細菌の単球 へ の付 着 ， さ ら
に は単球 に よ る会食 の 他 に ， 殺菌ある い は消化に い た
る 一 連 の過程が 関連 して い る と 考 え ら れ る ． こ の う
ち ， 付着 ， 会食 の モ デ ル と し て補体処理 ザ イ モ ザ ン お
よ び ラ テ ッ ク ス 粒子 を用 い て I し6産生 の誘導 を検討
した 瑚 ． 粒子 を貪食す る 単球の 比率は多少の 差 は 認 め
る が
， 補体処理 ザ イ モ ザ ン ， ラ テ ッ ク ス 粒子 ， ある い
は リス テ リ ア死菌 を用 い た 場合で ほ ぼ 同様 の 用量依存
性 を示 した ． す なわ ち ， 10
6
ノmlで初 め て 貪食が観察さ
れ ， 10ソml で は ほ ぼ す べ ての 単 球 に 貪食 が 観察さ れ
た ． こ の こ と は ， 粒子 の 種賛 に 関わ ら ず， 粒子 数ノ細胞
数比 に よ り貪食率が ほ ぼ決定 され る こ と を示 す ． さら
に
，
補 体処 理 ザ イ モ ザ ン な ら び に ラ テ ッ ク ス 粒子 を用
い た検討で は ， 添加す る 粒子 数の 増加 に 伴 い ， 貪食細
胞の 比率の み な らず ， 単球 一 個あ た り の 平均貪食数も
増加す る こ と が 示 さ れ た ．
こ れ らの 会食刺激 に よ る 工L－6 産生の 誘導 を こ れ ま
で と同様 に 全血培養法 に よ り検討 した ． 補体処理 ザイ
モ ザ ン あ る い は ラ テ ッ ク ス 粒子 を用 い た 場合 に は貪食
細胞 の 観察 さ れ る粒 子濃度， す なわ ち 1 0
6ノml で初め
て 工し6 産生が認め ら れ ， 10ソml で 最大に 達 した ． ま
た ， 貪 食が 全く 認め ら れ な い 10
5
ノml 以 下の 粒子 濃度
で は ， 1 し6産生 は認 め ら れ なか っ た ． す な わ ち ， これ
ら貪食刺激 を用 い た 場合 に は ， 粒 子 と細胞 と の 直接接
触の 後 に 起 こ る付着や貪食が直接の刺激と な っ て ， そ
ヒ ト末梢血の 工L－6 産生能
の程度 に 比例 して 1 L－6 産生が誘導さ れ る と 考 え ら れ
た ． こ れ に対 して
，
リ ス テ リ ア死 薗 を初 め とす る グ ラ
ム 陽性薗 を使用 した場合に は約1ハ00の 濃度 で同様 の
皿 ．6産生が 誘導 され て お り
，
こ れ ら細菌 を用い た場合
に は貴食以降の殺菌 ， 消化 な どの細胞内処理機構
ユ2，及
び抗原と して の菌体 そ の もの の 刺激 が モ ノ カ イ ン 塵生
能の増幅 に 関与 して い る可能性が示 唆 さ れ た ． また 先
に 示 した よう に ， 大腸 菌 は こ れ ら グ ラ ム 陽性薗 に 比
し， さ ら に 低濃度 で工し6産生 を誘導 し
，
その 比活性 は
ザイ モ ザ ン ， ラ テ ッ ク ス の百万 倍以上 に達 した ．
新生児期 に お け る易感染性 の原因 と し ては ， 個体が
ま だ外来抗原 に さ ら さ れ てお らず ， B細胞分化能や T
細胞に よ る調節能 な ど ， 特異免疫能が未発達 で あ る こ
とが そ の原因の 一 つ と し て 考 え ら れ て い る1 蝋 ． ま た
一 般に は ， 単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジの 機 能 は ほ ぼ 正 常 で
ある と され て い るが ， そ の 道走能が成人 に 比 し劣 ると
の報告もある 劉 ． さ ら に ， 新生児で は急性期蛋白 の合
成や ， 発熱反応 な ど ， 炎症反応が乏 し い と さ れ て お
り均 ， こ の 時期 にお ける 重症感染症 の 診断を困難 に し
て い る ． I し 6 は B細胞分化や T 細胞機能 の調節 な ど特
異免疫能 を調節す る こ と 卿 ， 急性期蛋白の誘導 な ど急
性炎症反応 に 関与 して い る こ と な ど 柳 生体 の 防御機構
の調節 に 重要な役割 を果 た し て い る と 考 え られ て い
る ． 従 っ て ， 新生児期 に お け る工L．6産生能 を検討す る
こと は ， こ の 時期 に お け る免疫能の 特徴 を知る 上 で興
味深い と考 えら れ た ．
今回 の 研究 で は L P Sある い は Co nA に よ る刺激 の
みな らず， 種 々 の細菌 に よ る刺激で も新生児臍帯血 に
よ る 工L－6 産生 は 成人 末輸血 と差 を認 め な か っ た ．
Spee rら
珂 は新生児単球 に お け る貧食能 を種々 の 観点
か ら検索 し ， 付着 軌 遊走能， 殺菌能 ， 活性酸素産生
乳 貪食能 ， 化学発光 な どす べ ての 単球機能が成人 に
匹敵し てお り， 単 球機能 の 未熟性に よ り新生児期の易
感染性 を説明で き な い と して い る ． さ ら に ， English
ら殉 は新生児単核球 に よ る リ ン ホ ト キ シ ン あ る い は
T N Fの 産生 を検討 し ， 新生児 に お い て T N Fの 産生
がやや低 い も の の 著明 で はな く ， そ れ に よ り新生児期
の易感染性 を説明で き る も の で は な い と し て い る ． 今
回の研究で も 工し6 産生能は刺激 の種類 に よ ら ず ， 成
人 に 匹敵す る レ ベ ル に 達 して お り ， こ れ らの 単球機能
は生下時 に は ほ ぼ 成熟 して い る と考 え ら れ た ． し か
し， Weathe r sto n eら 叩 は ， 未熟児 に お い て T N F産生
が有意 に 低い と す る報告 を して お り ， 胎 生の極 め て早
期に おい て は他の モ ノ カイ ン 産生も低下 して い る可能
性が ある ． 筆者が 検索 した 胎生35週前後 の未熟児数例
で はIし6 産生 は正 常に 認 めら れ たが ， 29過 の 一 例 で
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は ル 6 産生 は極 めて 低値 で あ っ た ． こ れ ら の事 実よ
り ， 特異免疫能の発達 に 比 し ， 単球 に よ る工し6産生能
は胎生早期 に 完成 し ， 生下時 に は ほ ぼ成熟 して い る可
能性 が強 く示 唆さ れ た ． しか し， こ の点 を明ら か にす
る た め に は胎生30週末満の未熟児症例 に つ い て さ ら に
検討 を重ね る 必要があ る ．
結 論
全血培養法 を用 い て， 成人 末梢血及 び新生児臍帯血
の 工し6 産生能 を検討 し， 以 下の結論 を得た ．
1 ． 全血培養法は ， 非刺激下で ほ とん ど工L－6産生が
誘導され ず ， 特定の刺激 に よ る 王L－6 産生の 誘導 を評
価 す る に は有用 な 方法である こ とが 示 さ れ た ．
2 ． L P S， Co nA 刺激 によ るI L－6産生の経時的変化
及 び用量依存性 に つ い て 検討 し， L P S lル gノml あ る
い は ， Co n A lOJL gJml 添加 で ， 12時間培養 に よ り ，
十分な I し6 産生が認め ら れ た ．
3 ． 大腸菌 ， リス テ リ ア菌 ， B群溶連菌
，
肺 炎球菌
の生菌あ る い は死 薗 を使 い ， 全血培養法 に て ， 工し6産
生を検討 し た ■ 大腸菌は 低溝度で 工L，6 産生を誘導し ，
L PS に よ る効果が大である と考 え ら れ た ． 他 の 3 薗
に お い て は ， 菌体量 と 工L－6 産生量 に 一 定の 関係が あ
る と推察さ れ た ．
4 ． 補体処 理 ザイ モ ザ ン及 び ラテ ッ ク ス 粒子 を用 い
た場合に は ， 貪食率 に お い て は死 菌と ほ とん ど差 を認
めな か っ たが
，
I し6塵生 は死菌の方が よ り低 い 粒子 濃
度で 工し6 産生 を誘導 し た ． 従 っ て ， 細 菌 に お け る
ル 6 産生の誘導 に 貪食以外 の 因子 が 関与 し て い る 可
能性が 示 唆さ れ た ．
5 ． 臍帯血 は L P S， Co nA の みな ら ず種々 の 細菌刺
激 に お い て も成人 末梢血 と 同様 な 1 し6塵生 を認 めた ．
従 っ て ， ル 6産生能 は新生児期 にす で に 成人 レ ベ ル に
達 して い る と考 え られ た ．
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Ass ess ment ofI L－6 Pr odu ctio nin the Peripher al Blo od wi t ha nIn V itro M odel
Sy8te m for Ba cteremia N obuhiko Taka n o， D epart m ent of Pediatrics， Scho oI of
Medicine， K an aza w aUniversity， Kanaza w a9 2 0
－ J． Ju ze n Med． Soc． ， 99， 1 86－ 2 0 t19901
Key w ordB interle ukin 6， m On OCyte， Whole blo od cultu re， ba c te r e mia
A bstr a ct
In the pres ent s tudy， I L
－6 pr odu ction in the whole blo od cultu re sy te m w as ass ayed to
elu cida te the m e chanis m of IL－6 production in respo nse tobacterial stim ulatio n， When
separ a ted m o n on ucle ar c ells w ereus ed for the cultu reI S lgnific ant I L
－6 produ ctio n w as
induc ed witho ut e x ogen ous s tim uli， Where as this backgr o und I L
－ 6 a c tivity w a su ndetec table
whe n whole blo od c ulture w a sused inste ad． I L－6 pr oductio nin whole blood w a sindu ced
by L P Sor Co n A after o nly 2 ho urs of c ulture a nd re ached pe ak v alues at ar o u nd 12
hotlrS． Im m un ohistochemical staining rev ealed that the m ajor I L－6－ pr Oducing c ells in
w hole blood cultur e are m on ocytes ． Live gram － pO Sitive bacteria， S uCh as Str ． pn eu m onia e，
L isteria a nd GBS， induc ed I L－6 productio nin the whole blo od culture at c on entra tions
less tha n lX 1 0
5ノml． In the sam e c ultu r esyste m， E ． c oli， O ne Of the gr a m－ n egativ e
bacteria， W O rked at aslo w as10ソml． Fo r m alin－fixed， O rki11ed bacteria sho w ed essentia11y
similar dose －r e SpOnSepatter n SaS liveprepara tio ns． P hagocyt osi of opso nized zym o sa n o r
late x pa rticles by cultu r ed c ells， als o re s ulted in ap pre ciable I L
－6 produc tion ． In
c o mparison t obacterial stim ulatio n， m any m Or eparticles were requir ed for minim u mI L
－6
indu ctio nby thes e s tim ula nts－ The kin etics， the do seresponse cu rves and le vels of IL
p6
pr odu ction by c o rd blo od le uko cytes， in re spo nse to L P Sor Co n A ， W e r e Simila r to thos e
see nin adult peripher al blo od． In addition， Various ba cterial preparatio ns added to c ord
blo od c ult ureindu ced IL－ 6 pr odu ctio nat c o mpar able le vels to adult blood－ These results
indicated that the phagocytic trig gering of m ono cyteノm acr ophages alo ne ca ninduceIL－6
pr oductio nby these c e11s and theintra c ellularpro c es s e s， including killing and digestion of
phago cytized particles， augm en ted IL
－6 production when bacterial stimulation wa s u sed ．
TheIレ6 pr oductio n as afu nda m e ntal fu nctio n of the m o nocyteノm a crophage syste m see ms
todevelop very e arly in fetal life a nd re ach m atu re adultle vel at birth． Fr o mthe present
w ork， the whole blood c ulture syste m， Se em S t O SerVe a S an ide al m odel forbacteremia， in
the sense that m any aspects of the inter actions betw e en infections agents a nd le uko cytesin
the peripheral circulatio n， C O uld be repr oduced in vitro－
